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PROCEDE DE FABRICATION D ■ UNE MEMBRANE 
BIOMIMETIQUE, MEMBRANE BIOMIMETIQUE ET SES 

APPLICATIONS 

DESCRIPTION 

Domaine technique 

La pr6sente invention se rapport e a un 
procede de fabrication d'une membrane biomimetique , a 
une membrane biomimetique et aux applications de cette 
derniere . 

Plus precisement, ce procede permet de 
fabriquer une membrane poreuse stable, dont la 
structure mime les caracterist iques structurelles des 
membranes biologiques et qui presente de plus des zones 
dotees de proprietes physico-chimiques specif iques, a 
1 1 image des membranes biologiques . 

Une telle membrane est susceptible de 
servir de modele experimental dans tous les travaux de 
recherche portant sur les proprietes dynamiques et 
fonctionnelles des membranes biologiques, et notamment 
pour etudier les mecanismes du transport trans - 
membranaire des molecules et du potent iel de membrane, 
les processus de diffusion, de reaction et 
d 1 interaction aux interfaces biologiques, la dynamique 
fonctionnelle de proteines membranaires isolees, les 
reactions d'af finite et de reconnaissance ligands/ 
recepteurs membranaires ou encore la construction 
d' architectures macromoleculaires sur des interfaces 
biologiques, ce type d" etudes interessant directement 
les industries de la sante, et en particulier 
1 Industrie pharmaceut ique . 



B 14140.3 SL 



1er depot 



2 



Par ailleurs, cette membrane est egalement 
susceptible d'etre utilisee dans la fabrication de 
microsystemes de biocatalyse et de microsystemes de 
detection ou de dosage de substances et de servir, en 
particulier, de couches sensibles dans des biocapteurs. 

Etat de la technique anterieure 

Malgre les avancees considerables 

accomplies ces dernieres decennies en biologie 
cellulaire, les membranes biologiques demeurent un 
objet majeur d' etudes tant en ce qui concerne leur 
constitution que leur fonctionneraent. 

Les modeles membranaires experimentaux 
actuellement utilises sont, pour la plupart, const itues 
de bicouches phospholipidiques telles que des bicouches 
de phosphatidyl choline, phosphatidyl ethanolamine ou 
phosphatidyl serine, dans l'epaisseur desquelles sont 
integrees des proteines, qui servent de canaux, coram e 
1 1 ^-hemolysine . 

Si ce type de modeles experimentaux permet 
d'etudier le mode d 1 insertion et de f onctionnement des 
proteines membranaires, en revanche, il n'integre pas 
l'une des fonctions capitales des membranes biologiques 
qui est d' assurer les echanges entre les milieux intra- 
et extracellulaires . 

Par ailleurs, les bicouches lipidiques ont 
le defaut d'etre instables et d'etre peu aisees a 
manipuler. Quant aux proteines jouant le role de canaux 
dans ces bicouches, elles sont labiles et leur diarnetre 
ne peut pas etre ajuste. 
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II existe done un interet considerable a 
remplacer les bicouches lipidiques const itutives des 
membranes biologiques par des interfaces artif icielles 
qui soient capables d'heberger des proteines 
5 fonctionnelles et/ou d ! offrir des caracteristiques de 
permeabilite similaires a celles des membranes 
biologiques . 

Les possibilites de miniaturisation 
offertes par les technologies d 1 elaboration des 
10 microsystemes electroniques ont amene . un certain nombre 
d'equipes a envisager d'utiliser ces technologies pour 
realiser des membranes artif icielles . Toutefois, le 
tres faible nombre de publications dans ce domaine 
temoigne des difficultes que pose la realisation de 
15 telles membranes. 

La realisation la plus avant-gardiste est 
sans doute , a ce jour, la membrane artif icielle 
realisee par LI et al . (Nature, 412, 166-169, 2001 
[1] ) . 

2 0 Cette membrane est constitute de nitrure de 

silicium (Si 3 N 4 ) et comporte un seul pore de 1 a 5 nm de 
diametre. Elle est realisee par un procede qui 
consiste : 

— a deposer une couche de Si 3 N 4 sur la face- 
25 avant d'un substrat en silicium, par un depot chimique 

en phase vapeur a basse pression (LP-CVP) ; 

— a liberer part iellement cette couche par 
une lithographie et une gravure humide de la f ace- 
arriere du substrat ; 

30 — a creer, dans 1 'epaisseur de la partie de 

la couche de Si 3 N 4 ainsi liberee, une cavite non 
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traversante au moyen d'un faisceau ionique focalise, le 
fond de cette cavite se situant du cote de la face- 
avant de cette couche ; 

- a araser la face -avant de ladite couche 
par 1 ' application d'un faisceau d'ions argon jusqu'a 
obtenir le percement du fond de la cavite, la percee 
ainsi realisee formant un pore d 1 environ 100 nm de 
diametre ; et 

- a retoucher part iellement ce pore par le 
faisceau d'ions argon sous des conditions 
experimentales critiques dif f icilement maitrisables. 

Outre que le procede developpe par ces 
Auteurs necessite - comme ils le reconnaissent eux- 
rnemes - de faire I'objet de nombreuses etudes 
complementaires avant que son utilisation puisse etre 
envisagee a une echelle industrielle , il s'avere qu T il 
presente 1 ' inconvenient majeur de conduire a la 
formation d'un pore dont la paroi est necessairement 
constitute par le mime materiau que celui qui forme le 
reste de la membrane . 

De plus, la boucle de retrocontrole qui 
permet le controle du diametre du pore n'autorise la 
realisation que d'un seul pore a la fois. 

Or, dans de nombreux domaines , il est 
indispensable de disposer de membranes artif icielles 
presentant une matrice de pores calibres dont la paroi 
soit dotee de f onct ionnalites differentes de celles 
presentees par les portions non-poreuses des faces de 
ces membranes, ce qui implique que la paroi des pores 
doit pouvoir etre realisee dans des materiaux 
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differents de ceux utilises pour realiser le reste des 
membranes . 

Par ailleurs, la demande Internationale 
WO 01/36321 [2] decrit un procede de fabrication d'une 
membrane artificielle comportant une pluralite de 
nanopores de diametre infer ieur a 5 0 nm et qui est 
destinee a etre utilisee pour filtrer des substances 
biologiques . 

Ce procede comprend, dans son mode de mise 
en oeuvre le plus simple : 

- le depot, sur la face-avant d'un substrat 
(par exemple, de silicium) , d'une couche sacrif icielle 
d'arret de gravure (par exemple, de Si 3 N 4 ) , par un depot 
chimique en phase vapeur a basse pression ; 

- le depot, sur la couche sacrif icielle 
d'arret de gravure, d'une couche de structure (par 
exemple, de silicium polycristallin ou de Si 3 N 4 ) ; 

- la formation, dans I'epaisseur de la 
couche de structure, de trous de largeur de 1 1 ordre du 
micron, par une gravure de cette couche a 1 ' aide d'un 
plasma chlore apres croissance thermique d'une couche 
d'oxyde de silicium (Si0 2 ) , ces trous etant destines a 
definir la forme des futurs pores de la membrane ; 

- la croissance thermique, sur la couche de 
structure, d'une couche sacrif icielle de Si0 2 dont 
I'epaisseur definit les dimensions nanometriques des 
pores ; 

- la realisation, dans I'epaisseur de la 
couche sacrif icielle de Si0 2 , de points d'ancrage 
propres a assurer une liaison mecanique entre cette 
derniere et la couche destinee a la recouvrir a l'etape 
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suivante, ces points d'ancrage etant realises par une 
gravure partielle de ladite couche sacrif icielle de 
Si0 2 en surface et a 1 ' interieur des pores ; 

- le depot, sur la couche sacrif icielle de 
Si0 2 , d'une couche "bouchon" de silicium poly- 
cristallin, dont I'epaisseur est choisie de sorte que 
le depot de cette couche comble les pores (~ 1,5 (im) ; 

- la planarisation de la couche "bouchon" 
de silicium polycristallin jusqu'a ce qu'il ne reste du 
silicium polycristallin que dans les pores ; 

- le polissage du residu de la couche 
"bouchon" de silicium polycristallin ; 

- le depot, sur chaque face de 1* edifice 
ainsi construit, d'une couche protectrice (par exemple, 
de Si 3 N 4 ) ; 

- 1 ' elimination d'une partie de la couche 
protectrice situee sur la face-arriere du substrat, 
puis 1 1 elimination du substrat ainsi mis a nu et de la 
couche d' arret de gravure, par une gravure chimique 
(KOH) ; et 

- 1 1 elimination de la couche sacrif icielle 
d 1 arret de gravure et de la couche sacrif icielle de 
Si0 2/ par une gravure chimique (HF ou SF 6 ) couplee a une 
gravure par plasma d ' oxygene . 

Ainsi, dans son mode de mise en oeuvre le 
plus simple, ce procede comprend pas moins de onze 
etapes - ce qui en fait un procede tres couteux et 
conduit a I'obtention d'une membrane qui est formee par 
la couche de structure (silicium polycristallin ou 
Si 3 lsl4) et dont la paroi des pores qui la traversent, 
n'est pas homogene puisque cette paroi est 
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partiellement constituee par le materiau de la couche 
de structure et par le polysilicium de la couche 
"bouchon" . 

Si ces caracteristiques ne constituent pas 
un obstacle a 1 ' utilisation de cette membrane pour la 
filtration de substances biologiques, elles s ■ opposent 
par contre a son emploi en tant que modele experimental 
dans des etudes relatives aux membranes biologiques. 

Les Inventeurs se sont done fixe pour but 
de fournir un procede qui permette de realiser une 
membrane artificielle apte a reproduire les 
caracteristiques structurelles et fonctionnelles des 
membranes biologiques, tout en etant tres simple a 
mettre en ceuvre de maniere a ce que les couts de 
fabrication de cette membrane soient les plus faibles 
possibles . 

Expose de 1' invention 

Ce but est atteint par la presente 
invention qui propose un procede de fabrication d'une 
membrane biomimetique , qui est caracterise en ce qu f il 
comprend les etapes suivantes : 

a) deposer, sur 1 1 une des faces principales 
d'une plaque A d'un materiau micro-usinable, une couche 
B comprenant une ou plusieurs strates constitutes 
chacune d'un materiau micro-usinable, 

b) menager un ou plusieurs trous 
traversants dans l'epaisseur de la couche B, chaque 
trou ayant une paroi constituee par le ou les materiaux 
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formant la couche B et un fond constitue par le 
raateriau de la plaque A, 

c) deposer, sur la couche B, la paroi et le 
fond de chaque trou, une couche C d'un materiau rnicro- 
usinable, qui epouse la paroi et le fond de ce trou, 

d) eliminer la couche C de la face sous- 
jacente de la couche B et, au centre de chaque trou, de 
la face sous-jacente de la plaque A, tout en laissant 
subsister un residu de couche C sur la paroi de ce 
trou, ce residu delimitant un pore dont la paroi est 
constitute par le materiau de la couche C et dont le 
fond est constitue par le materiau de la plaque A, et 

e) liberer au moins une partie de la couche 
B dans laquelle se trouve un ou des pores formes a 
l'etape d) , par elimination partielle ou totale de la 
plaque A. 

On obtient ainsi une membrane qui est 
constitute par le ou les materiaux formant la couche B 
sauf au niveau de la paroi du ou des pores qu'elle 
comporte, cette paroi etant , en effet, constitute par 
le materiau de la couche C. 

Aussi, selon que 1 T on choisit de realiser 
la couche B en une ou plusieurs strates et d ! utiliser 
des materiaux micro-usinables identiques ou differents 
pour former cette ou ces strates d'une part, et la 
couche C d' autre part, il est possible d'obtenir, par 
le procede selon 1 ! invention, differents types de 
membranes poreuses, et en particulier : 

- des membranes dans lesquelles la paroi 
du ou des pores qu'elles comportent, est constitute du 
meme materiau que celui qui forme les portions des deux 
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faces principales de ces membranes qui ne sont pas 
occupees par cette paroi (par exemple, si la couche B 
ne comporte qu'une seule strate faite du meme materiau 
que celui utilise pour rtaliser la couche C) ; 

- des membranes dans lesquelles la paroi 
du ou des pores qu'elles comportent, est constitute 
d'un materiau different de celui qui forme les portions 
des deux faces principales de ces membranes qui ne sont 
pas occupees par cette paroi (par exemple, si la couche 
B ne comprend qu'une seule strate faite d'un materiau 
different de celui utilise pour realiser la couche C) ; 
et 

— des membranes dans lesquelles la paroi 
du ou des pores qu'elles comportent, est constitute 
d'un materiau different de ceux qui forment les 
portions des deux faces principales de ces membranes 
qui ne sont pas occupees par cette paroi, lesdites 
portions etant, en effet, elles-memes constitutes d'un 
materiau different d'une face a 1 ! autre desdites 
membranes (par exemple, si la couche B comporte deux 
strates faites de deux mattriaux differents, non 
seu l eme nt I'un de 1 1 autre mais aussi du materiau 
utilise pour former la couche C) . 

Comme p recede mment mentionne, le procede 
selon l 1 invention comprend, en tant que premiere etape, 
ou etape a), le depot, sur l'une des faces principales 
d'une plaque A constitute d'un mattriau micro-usinable , 
d'une couche B comprenant une ou plusieurs strates 
constitutes chacune d'un materiau micro-usinable, 
lequel peut etre identique ou difftrent d'une strate a 
1 ' autre . 
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Par "materiau micro-usinable " , on entend, 
dans ce qui precede et dans ce qui suit, tout materiau 
qui se prete aux techniques utilisees dans la 
fabrication des microstructures et des nanostructures , 
5 et en particulier aux techniques de depot de couches 
minces, de lithographie et de gravure . 

Un tel materiau peut notamment etre du 
silicium, du silicium polycristallin (ou polysilicium) , 
de la silice, un oxyde comme 1 1 oxyde de silicium ou 

10 1 1 oxyde de titane, un nitrure comme le nitrure de 
silicium ou le nitrure d' aluminium, un metal comme 
1 'or, le cuivre ou le nickel, un alliage metallique 
comme un alliage d 1 aluminium ou un alliage 
cuivre/nickel , un verre comme un verre borosilicate ou 

15 un verre phosphosilicate , une ceramique comme un 
carbure de silicium, un polymere comme un polyimide ou 
encore un sol -gel. 

Conformement a 1 • invention, le depot, sur 
la couche A, de la strate ou des strates formant la 

20 couche B peut etre effectue par 1 1 une quelconque des 
techniques utilisees pour 1 1 elaboration de couches 
minces, pour autant qu'elle soit adaptee aux materiaux 
choisis pour constituer ladite couche B et la plaque A 
que cette couche est destinee a recouvrir, ou par une 

25 combinaison de ces techniques. 

Ainsi, par exemple, ce depot peut etre 
realise par oxydation thermique, par depot chimique en 
phase vapeur (CVD) , par depot chimique en phase vapeur 
a basse pression (LP-CVD) , par evaporation thermique, 

3 0 par depot electrolytique ou elect rochimique , par 
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pulverisation cathodique ou encore au moyen d'un laser 
pulse. 

Quel que soit le norabre de strates qu'elle 
comporte et la technique choisie pour les deposer, la 
5 couche B presente une epaisseur qui correspond a 
l'epaisseur que 1 1 on souhaite donner a la membrane, 
laquelle est, de preference, comprise entre 5 nm et 
5 Jim en fonction de la destination de cette membrane. 

Apres le depot de la couche B, le procede 
10 selon 1' invention comprend une etape, ou etape b) , qui 
consiste a menager un ou plusieurs trous traversants 
dans l'epaisseur de cette couche. Chaque trou ainsi 
obtenu a done une paroi constitute par le ou les 
materiaux de la couche B et un fond constitue par le 
15 materiau de la plaque A. 

Le procede selon 1' invention est destine a 
fabriquer une membrane presentant, soit un seul pore, 
soit une plural ite de pores pouvant aller jusqu'a 
100 millions de pores par mm 2 de surface, et 
2 0 typiquement jusqu'a 2 0 millions de pores par mm 2 de 
surface . 

Aussi, le nombre de trous traversants 
menages dans l'epaisseur de la couche B est compris 
entre 1 seul trou (pour toute la surface de cette 

2 5 couche) et 100 millions de trous par mm 2 de surface de 

la couche B et, de preference, entre 1 seul trou et 
2 0 millions de trous par mm 2 de surface de la couche B. 

Eu egard a ce qui precede et par souci de 
simplification redactionnelle, il est considere, dans 

3 0 la suite de cet expose, que la couche B et la membrane 
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comportent respect ivement "des" trous et ,f des M pores et 
non, un seul trou ou un seul pore. 

De preference, les trous menage s dans la 
couche B sont sensiblement cylindriques et sont 
realises par une lithographie, par exemple du type DUV 
ou a faisceau d f electrons, suivie d'une gravure . 

Bien que cette gravure puisse etre 
effectuee aussi bien par voie humide que par voie 
seche, on prefere toutefois recourir a une gravure 
seche dans la mesure ou celle-ci permet, d'une part, 
d l obtenir des trous de plus faible section que ceux qui 
seraient obtenus par gravure humide et, d f autre part, 
de mieux controler la section de ces trous - laquelle 
est de preference comprise entre 10 nra et 1 ^im dans le 
cas de trous cylindriques - ainsi que leur verticalite. 

La troisieme etape du procede selon 
1' invention, ou etape c) , consiste a deposer, sur la 
couche B, la paroi et le fond des trous, une couche C 
d'un mater iau micro-usinable , qui epouse la paroi et le 
fond de ces trous, et dont la face opposee a celle 
situee au contact de la couche B, de la paroi et du 
fond des trous, delimite en consequence une depression 
en forme de U a 1 ' interieur desdits trous. 

11 convient que l'epaisseur de la couche C 
soit sensiblement constante et qu'elle soit inferieure 
a la moitie de la plus petite dimension presentee par 
la section des trous et au plus egale a l'epaisseur de 
la couche B. Ainsi, dans le cas de trous sensiblement 
cylindriques, l'epaisseur de la couche C doit etre 
inferieure a leur rayon. 
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La egalement, le depot de la couche C peut 
etre effectue par l'une quelconque des techniques 
utilisees pour 1 ' elaboration de couches minces, pour 
autant qu'elle soit adaptee aux materiaux choisis pour 
former cette couche et la couche sous-jacente B. 

Une fois la couche C deposee, le procede 
selon 1 ! invention prevoit, dans une etape d) , 
d'eliminer cette couche de la face sous-jacente de la 
couche B et, au centre des trous, de la face sous- 
jacente de la couche A, tout en conservant un residu de 
couche C sur la paroi des trous, de sorte que chaque 
residu delimite un pore dont la paroi est constitute 
par. le materiau de la couche C et dont le fond est 
constitue par le materiau de la plaque A. 

Ceci peut etre obtenu par une gravure 
anisotrope de la couche C, c'est-a-dire par une gravure 
seche, que 1 1 on effectue perpendiculairement au plan 
principal de cette couche et qui permet d'eviter 
1' erosion des parties de cette couche qui recouvrent la 
paroi des trous. 

II en resulte la formation, dans chaque 
trou, d'un residu de couche C ou "espaceur" qui 
recouvre la total ite de la paroi de ce trou, et qui 
delimite une ouverture, cette ouverture correspondant a 
un pore de la membrane en cours de fabrication. 

Ainsi, les etapes c) et d) du procede selon 
1 ! invention permettent d'ajuster, en la reduisant, la 
section des trous menages dans la couche B au cours de 
1 ' etape b) , a celle devant etre presentee par les pores 
de la membrane que 1 1 on souhaite fabriquer. 
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De plus, en choisissant pour la couche C un 
materiau different de celui ou de ceux qui constituent 
la couche B, les etapes c) et d) permettent de conferer 
a la membrane des pores dont la paroi est chimiquement 
5 differente du reste de cette membrane. 

II est ainsi possible, en utilisant pour 
former 1 ' une ou 1 ' autre des couches B et C, un materiau 
de nature hydrophile comme la silice, et pour 1 ! autre 
de ces couches, un materiau de nature hydrophobe comme 

10 le silicium, et en f onctionnalisant eventuellement ces 
materiaux dif f eremment , par exemple par greffage de 
composes chimiques ou biochimiques , de fabriquer une 
membrane dotee a la fois de sites a caractere 
hydrophobe et de sites a caractere hydrophile et 

15 presentant des densites de charges ioniques 
differentes. 

Conf ormement a 1' invention, la gravure 
anisotrope de la couche C est de preference une gravure 
ionique reactive, laquelle peut etre realisee au moyen 
20 d'un equipement du type RIE (Reactive Ion Etching), 
MRIE (Magnetically Enhanced RIE) , TCP (Transformer 
Coupled Plasma) , ICP (Inductivally Coupled Plasma) , 
DPS, ECR, DECR ou analogue. 

Le procede selon 1 ' invention comprend 
25 ensuite une etape, ou etape e) , qui consiste a liberer 
au moins une partie de la couche B dans laquelle se 
trouvent des pores formes a 1 ' etape precedente, par 
elimination partielle ou totale de la plaque A. 

Dans un premier mode de mise en oeuvre 
30 prefere du procede selon 1 1 invention, 1 1 etape e) 
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comprend 1 1 elimination totale de la plaque A de sorte 
que la couche B en est entierement liberee. 

On obtient ainsi une membrane qui se 
presente sous la forme d'une feuille, laquelle peut 
etre de forme circulaire, parallelepipedique ou autre. 
Une telle membrane est notamment susceptible d'entrer 
dans la constitution de microsystemes de detection et 
de substances, et en particulier de servir de couches 
minces dans des biocapteurs . 

Dans un autre mode de mise en oeuvre prefere 
du procede selon 1' invention, l'etape e) comprend les 
etapes suivantes : 

e x ) fixer, sur la face libre de la couche B, 
une plaque A f d'un materiau micro-usinable, et 

e 2 ) evider les plaques A et A r de maniere a 
liberer la partie de la couche B dans laquelle se 
trouvent des pores, tout en laissant subsister les 
chants desdites plaques ainsi qu ' une partie de leur 
face opposee a celle situee au contact de ladite couche 
B. 

On obtient ainsi une membrane qui est 
solidaire de deux chambres, qui sont disposees de part 
et d 1 autre de cette membrane et qui sont munies d'une 
ouverture en sorte que 1 ' interieur de ces chambres est 
accessible. 

Ces chambres pourront notamment etre 
remplies de solutions ou de gels polymeriques ou non, 
mimant les milieux intra- et extracellulaires de 
maniere a placer la membrane dans des conditions 
comparables aux conditions physiologiques , ou pourront 
etre utilisees comme chambres reactionnelles. 



B 14140.3 SL 



1 er depot 



16 

Une telle membrane est done 

particulierement bien adaptee a la realisation d f etudes 
sur les membranes biologiques, et notamment sur les 
processus de diffusion, de reaction et d' interaction 
5 aux interfaces ou sur la dynamique fonctionnelle des 
proteines membranaires . 

De preference, les plaques A et A' sont 
constitutes par le meme materiau et sont recouvertes, 
sur leur face principale opposee a celle situee au 
10 contact de la couche B, d ! une couche D d f un materiau 
micro-usinable . 

Dans ces conditions, I'etape e 2 ) du procede 
selon 1 1 invention comprend de preference : 

— une lithographie suivie d'une gravure 
15 humide ou seche pour eliminer part iellement les couches 

D, 

— une gravure humide pour evider les 
plaques A et A ! tout en laissant subsister un residu de 
ces plaques qui recouvre la couche B, et 

2 0 - une gravure seche pour liberer la partie 

de la couche B dans laquelle se trouvent des pores. 

Conformement a 1 1 invention , la couche B 
comprend, de preference, une ou deux strates. 

Lorsque la couche B comprend une seule 
25 strate, alors cette derniere est, preferent iellement , 
constitute d'un materiau micro-usinable different de 
celui constituant la couche C. 

Lorsque la couche B comprend deux strates, 
alors ces dernieres sont, pref erentiellement , realisees 

3 0 dans des materiaux differents, a la fois 1 1 un de 

1 ' autre mais aussi du materiau constituant la couche C. 
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Dans tous les cas, les materiaux 
constituant les plaques A et A 1 , la couche B et la 
couche C sont, de preference, choisis parrai le 
silicium, le silicium polycristallin, la silice, 
1 1 oxyde de silicium et le nitrure de silicium. 

Dans un mode de mise en ceuvre 
particulierement prefere du procede selon 1' invention, 
celui-ci comprend de plus/ posterieurement a 1 1 etape 
e) , une etape de f onctionnalisation de la paroi des 
pores et/ou des portions des faces principales de la 
membrane qui ne sont pas occupies par cette paroi . 

Au sens de la presente invention, on entend 
par. "f onctionnalisation" d'un materiau, tout traitement 
qui vise a en modifier les proprietes physico-chimiques 
ou a lui conferer des proprietes physico-chimiques 
particulieres . 

Cette f onctionnalisation, qui est choisie 
en fonction de la destination de la membrane, peut 
notamment consister en un pretraitement comme une 
hydroxylation (par voie chimique ou par plasma 
d'oxygene) , suivi d'une silanisation en phase liquide 
permettant de rendre la zone traitee hydrophobe ou, au 
contraire, hydrophile (selon le type de silane 
utilise) , ou de conferer a cette zone des fonctions 
chimiques (diols, aldehydes, ...) aptes a servir 
ulterieurement pour le greffage de molecules d'interet, 
en particulier de molecules biologiques (polypeptides, 
proteines, oligonucleotides, fragments d 1 ADN ou d'ARN, 
...) . 

II est a noter que tous ces traitements 
sont connus en eux-memes . lis sont notamment decrits 
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par MARTIN et GROVE dans Biochemical Microdevices , 
3 (2) , 97-108, 2001 [3] . 

La f onctionnalisation a base de silanes 
presente 1 ' avantage de conduire a la formation, sur la 
5 zone traitee, de couches monomoleculaires de 1 ' ordre de 
2 a 4 nm et, partant, de ne pas modifier 
s igni f i cat i vement 1 'epaisseur de la membrane. 

De preference, 1 ' etape de f onction- 
nalisation comprend une f onctionnalisation de la paroi 
10 des pores et une f onctionnalisation des portions des 
faces principales de la membrane qui ne sont pas 
occupees par cette paroi, ces f onctionnalisat ions etant 
dif f erentes . 

Une telle f onctionnalisation dif f erentielle 

15 permet une modulation avantageuse des environnements 
physico-chimiques a 1 ! interface, propre a renforcer 
encore le caractere biomimetique de cette membrane. En 
ef f et , il est ainsi possible d'amenager localement des 
zones ayant des proprietes physico-chimiques 

2 0 specifiques tout en conservant une homogeneite 
d' ensemble (epaisseur, diametre des pores, structure 
chimique globale) . 

Elle offre, de plus, la possibility 
d'incorporer des proteines membranaires dans les pores 

25 de la membrane, notamment par la technique de LANGMUIR- 
BLODGETT - qui permet de preparer, avec un controle 
rigoureux de 1' epaisseur et de 1 'organisation 
moleculaire, des empilements lipidiques de type 
lamellaire, par transfert sur support solide d'un film 

30 monomoleculaire forme a 1 1 interface air-eau - en jouant 
sur une f onct ionnal isat ion plus hydrophile de la paroi 
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des pores, propre a retenir la partie hydrophile des 
zones extramembranaires des proteines. 

II est ainsi possible de deposer, sur 
chacune des faces de la membrane, une bicouche 
lipidique qui tapisse cette face et la paroi des pores 
et de realiser, en choisissant convenablement les 
molecules amphiphiles utilisees pour 1 1 elaboration des 
couches de LANGMUIR-BLODGETT, une incorporation 
maitrisee et orientee de proteines de sorte que celles- 
ci se trouvent dans un environnement lipidique associe 
a une structure dont les caracteristiques d'epaisseur 
et de porosite sont similaires a eel les d'une membrane 
biologique . 

L 1 invention a aussi pour objet une membrane 
biomirnetique , qui presente un ou plusieurs pores 
traversants et qui est caracterisee en ce qu'elle est 
constitute d'au moins deux materiaux micro-usinables 
differents dont 1 1 un forme la paroi dudit ou desdits 
pores, tandis que 1' autre ou les autres de ces 
materiaux forment le reste de cette membrane. 

Selon une premiere disposition avantageuse 
de la membrane, celle-ci presente une surface comprise 
entre environ 1 \im 2 et 1 cm 2 et une epaisseur comprise 

entre environ 5 nm et 5 |im. 

Selon une autre disposition avantageuse de 
la membrane, celle-ci presente 1 seul pore ou une 
pluralite de pores pouvant aller jusqu'a 100 millions 
de pores par mm 2 de surface et, de preference, de 1 
pore a 20 millions de pores par mm 2 de surface. 

Selon encore une autre disposition 
avantageuse de la membrane, le ou les pores de la 
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membrane sont sensiblement cylindriques et presentent 
un diametre compris entre 5 et 500 nm, 

De preference, la membrane est constitute 
de deux ou de trois materiaux micro-usinables 
dif f erents . 

Lorsque la membrane est constitute de deux 
materiaux micro-usinables, alors 1 1 un forme la paroi du 
ou des pores qu'elle comporte, tandis que 1 1 autre forme 
tout le reste de cette membrane. 

Lorsque la membrane est constitute de trois 
materiaux micro-usinables, alors, de preference, 1 1 un 
forme la paroi du ou des pores qu'elle comporte, un 
autre forme les portions de l'une des faces principales 
de cette membrane qui ne sont pas occupees par cette 
paroi, et le dernier forme les portions de 1 1 autre des 
faces principales de cette membrane qui ne sont pas 
occupees par ladite paroi. 

Dans tous les cas, les materiaux micro- 
usinables qui constituent la membrane sont, de 
preference, choisis parmi le silicium, le silicium 
polycristallin, la silice, 1 1 oxyde de silicium et le 
nitrure de silicium. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
membrane, celle-ci est solidaire de deux chambres qui 
sont disposees de part et d' autre de cette membrane, 
qui presentent un fond, une paroi laterale et une paroi 
opposee a ce fond, et dont le fond est constitue par 
ladite membrane, tandis que leur paroi opposee a ce 
fond est munie d'une ouverture . 

De preference, la paroi laterale des 
chambres et la paroi de ces chambres qui est opposee a 
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leur fond sont constitutes d*un mater iau micro- 
usinable, lequel est egalement pref erent iellement 
choisi parmi le silicium, le silicium polycristallin, 
la silice, 1 1 oxyde de silicium et le nitrure de 
5 silicium. 

Selon un mode de realisation 

particulierement pref ere de la membrane, la paroi du ou 
des pores qu'elle comporte porte des fonctions 
chimiques et/ou biochimiques differentes de celles 

10 portees par les portions des faces principales de cette 
membrane qui ne sont pas occupees par cette paroi . 

Le procede selon 1' invention presente de 
nombreux avantages. 

En particulier, il permet de realiser des 

15 membranes biomimetiques "sur mesure", c'est-a-dire qui 
presentent exactement des caracteristiques 

structurelles et f onctionnelles adaptees a 1 'usage 
auquel ces membranes sont destinees, notamment par ce 
qu'il off re la possibility : ; 

20 - de moduler l'epaisseur de cette membrane 

ainsi que la taille et la densite des pores qu f elle 
comporte et ce, dans des gammes de dimensions allant du 
nanometre au micrometre, 

— de moduler egalement les proprietes 
25 physico- chimiques (hydrophilie/hydrophobie , charges 

ioniques, ...) des materiaux qui constitue la paroi des 
pores et le reste de la membrane, 

- de greffer sur ces materiaux des 
molecules d'interet, et notamment des molecules 

30 biologiques (polypeptides, proteines, oligonucleotides, 
fragments d'ADN ou d'ARN, ...) , 
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- de realiser des pores de la taille d'une 
proteine membranaire, aptes a loger une telle proteine, 
ce qui rend ces membranes particulierement 
interessantes pour realiser des etudes sur des 

5 proteines isolees, 

- de fabriquer des membranes dotees de 
chambres accessibles, ce qui simplifie considerablement 
leur utilisation dans la conduite d f etudes 
experimentales . 

10 En plus de tous ces avantages, il presente 

celui d'etre simple a mettre en oeuvre et, partant, 
economiquement interessant . 

L 1 invention a, de plus, pour objet 
1 1 application d'une membrane telle que precedemment 

15 definie a la realisation d 1 etudes sur les proprietes 
dynamiques et fonctionnelles des membranes biologiques. 

L 1 invention a, en outre, pour objet 
1 1 application de cette membrane a la fabrication de 
microsystemes de biocatalyse ou de detection ou de 

2 0 dosage de substances. 

La possibility de realiser la membrane 
selon 1' invention dans de tres faibles epaisseurs, 
notamment dans la gamme allant de quelques nm a 
quelques dizaines de nanometres, permet d'augmenter la 
25 vitesse de diffusion a travers cette membrane par 
rapport a celle observee avec une membrane polymerique 
classique . 

Aussi, certaines operations (dialyse, 
transport, ...) qui sont realisees en quelques heures, 

3 0 voire en quelques jours avec une membrane polymerique 
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peuvent etre effectuees en quelques secondes avec la 
membrane selon l 1 invention. 

Outre les dispositions qui precedent, 
1' invention comprend encore d'autres dispositions qui 
5 ressortiront du complement de description qui suit, qui 
se rapporte a deux exemples de rnise en oeuvre du procede 
selon 1 1 invention ainsi qu 1 a un exemple d'une membrane 
realisee par ce procede, et qui est donne a titre 
illustratif et non limitatif, en reference aux dessins 
10 annexes . 

Breve description des dessins 

Les figures 1 a 5 illustrent schema- 
15 tiquement, sous forme de coupes transversales , les 
etapes respectivement a) a e) du procede selon 
l r invention, dans un premier mode de mise en oeuvre de 
ce procede . 

Les figures 6 a 9 illustrent schema- 
20 tiquement, sous forme de coupes transversales, l'etape 
e) du procede selon 1' invention dans un deuxieme mode 
de mise en oeuvre de ce procede. 

La figure 10 correspond a deux 
photographies prises au microscope optique, a deux 
25 grossissements differents (1000 x et 200 x) , d'une 
membrane telle qu ' obtenue a 1 1 issue de 1 1 etape e) du 
procede selon l 1 invention. 

Description detail lee 

30 

On se refere tout d'abord aux figures 1 a 4 
qui representent de maniere schematique les etapes 
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respectivernent a) a e) du procede selon 1 1 invention 
dans un premier mode de mise en ceuvre de ce procede. 

Comme visible sur la figure 1, la premiere 
etape du procede ou etape a) comprend le depot, sur les 
deux faces principales d'une plaque A constitute par 
exemple de silicium, de deux couches, respectivernent, B 
et D, constitutes par exemple d'oxyde thermique de 
silicium. 

La deuxieme etape du procede, ou etape b) , 
qui est illustree sur la figure 2, consiste a menager 
dans l'epaisseur de la couche B, par une lithographie 
suivie d'une gravure seche de cette couche, par exemple 
en chimie fluoree ou chloree, une pluralite de trous 2 0 
qui la traversent de part en part. 

La paroi 21 des trous 20 ainsi realises est 
done constitute par le materiau de la couche B , tandis 
que leur fond 22 est constitue par le materiau de la 
plaque A. 

L'etape suivante, ou etape c) , consiste, 
comme le montre la figure 3, a deposer, sur la couche 
B, la paroi 21 et le fond 22 des trous 20, une couche C 
constitute, soit de Si0 2 comme la couche B , soit d'un 
autre mattriau micro-usinable comme du nitrure de 
silicium ou du silicium polycristallin. 

Cette couche C prtsente une tpaisseur 
sensiblement constante, qui est inftrieure a la moitie 
de la plus petite dimension de la section des trous 2 0 
ainsi qu'a l 1 tpaisseur de la couche B, de maniere a ce 
que sa face opposte a celle situee au contact de la 
couche B, de la paroi 21 et du fond 22 de ces trous 
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delimite une depression en forme de U a 1 1 inter ieur 
desdits trous. 

Puis, dans 1 ! etape d) , qui est illustree 
sur la figure 4, on elimine, par une gravure anisotrope 
5 . (symbolisee par des filches sur cette figure) , la 
couche C jusqu'a atteindre la face sous-jacente de la 
couche B et, dans la partie centrale des trous 20, la 
face sous-jacente de la plaque A. Cette gravure conduit 
a la formation, dans chaque trou 20, d'un residu 23 de 

10 couche C ou "espaceur", qui recouvre la paroi 21 de ce 
trou et qui delimite ainsi une ouverture correspondant 
a un pore 24 de la membrane en cours de fabrication. 

Comme visible sur la figure 5, qui montre 
I'etape e) , 1 ' elimination, par une gravure seche ou 

15 humide, de la plaque A permet de liberer la couche B et 
obtenir ainsi une membrane poreuse 10 qui se presente 
sous la forme d'une feuille et qui est constitute par 
le materiau de la couche B sauf au niveau de la paroi 
des pores 24 qu'elle comporte ou elle est constitute 

20 par le materiau de la couche C. 

On se refere a present aux figures 6 §l 9 
qui illustrent schemat iquement 1 1 etape e) du procede 
selon 1' invention dans un deuxieme mode de mise en 
ceuvre de ce procede permettant de realiser une membrane 

25 dotee de deux chambres accessibles. 

Comme visible sur la figure 6, I 1 etape e) 
comprend tout d 1 abord la fixation, par exemple par 
collage moleculaire, d'une plaque A 1 sur la face libre 
de la couche B, cette plaque A 1 etant recouverte, sur 

30 sa face opposee a celle en contact avec la couche B, 
d 1 une couche D. 
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Dans le mode de mise en ceuvre illustre sur 
la figure 6, la plaque A 1 et les couches D sont 
respect ivement constitutes des memes materiaux que ceux 
qui forment la plaque A et la couche B . 
5 II peut toutefois en etre autrement . 

Comme le montre la figure 7, la partie des 
couches D, qui est situee en regard de la partie de la 
couche B dans laquelle se trouvent les pores 20, est 
ensuite eliminee par une lithographie suivie d'une 
10 gravure humide ou seche. 

Puis, une gravure humide permet d'evider 
les plaques A et A 1 , tout en conservant un residu 25 
desdites plaques sur chacune des faces de la couche B 
(figure 8) , ce residu etant secondairement elimine par 
15 une gravure seche, par exemple au moyen d'un plasma 
chlore (figure 9) . 

On obtient ainsi une membrane 10 qui est 
solidaire de deux chambres, respect ivement 26 et 27, 
qui sont disposees de part et d' autre de cette membrane 
2 0 et qui sont munies d'une ouverture, respect ivement 2 8 
et 29, permettant d f acceder a 1 ' interieur de ces 
chambres . 

La figure 10 montre deux photographies 
prises au microscope optique d'une membrane telle 

2 5 qu'obtenue a 1 1 issue de l'etape e) du procede selon 

l 1 invention dans un troisieme mode de mise en oeuvre de 
ce procede dans lequel la couche B a ete part iellement 
liberee de la plaque A par gravure isotrope seche de 
cette derniere au moyen d'un plasma (dans un reacteur 

3 0 de type 11 downstream" ou "after-glow 11 et dans une chimie 

fluoree en presence d'oxygene), cette gravure isotrope 
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ayant ete realisee au travers des pores menages dans 
ladite couche B. 

La partie A de la figure 10 correspond a un 
grossissement de 1000 x, tandis que la partie B de 
5 cette figure correspond a un grossissement de 200 x. 

Cette membrane presente une surface 
d' environ 10 mm 2 , une epaisseur de 100 nm et des pores 
de 350 nm de diametre distants les uns des autres de 
700 nm. 

10 Elle a ete realisee en utilisant une plaque 

A en silicium et des couches B et C en oxyde de 
silicium . 

La partie A de la figure 10 permet de 
distinguer la matrice de pores de la membrane, tandis 
15 que la partie B de cette figure met en evidence la 
flexibility de cette membrane, les portions irisees 
correspondant a des zones ou cette derniere vie.nt se 
coller a la plaque de silicium sous- jacente . 
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RE VEND I CAT I ONS 

1, Procede de fabrication d'une membrane 
biomimetique (10), caracterise en ce qu ! il comprend les 
etapes suivantes : 

a) deposer, sur au moins 1 1 une des faces 
principales d'une plaque A d'un materiau micro- 
usinable, une couche B coraprenant une ou plusieurs 
strates constitutes chacune d'un materiau micro- 
usinable , 

b) menager un ou plusieurs trous 
traversants (20) dans l'epaisseur de la couche B, 
chaque trou ayant une paroi (21) constitute par le ou 
les materiaux de la couche B et un fond (22) constitue 
par le materiau de la plaque A, 

c) deposer, sur la couche B, la paroi (21) 
et le fond (22) de chaque trou, une couche C d'un 
materiau micro-usinable , qui epouse la paroi et le fond 
de ce trou, 

d) eliminer la couche C de la face sous- 
jacente de la couche B et, au centre de chaque trou, de 
la face sous-jacente de la plaque A, tout en laissant 
subsister un residu (23) de couche C sur la paroi de ou 
de ces trous, ce residu delimitant un pore (24) dont la 
paroi (25) est constitute par le materiau de la couche 
C et dont le fond (26) est constitue par le materiau de 
la plaque A, et 

e) liberer au moins la partie de la couche 
B dans laquelle se trouvent un ou des pores (24) formes 
a 1 ' etape d) , par elimination partielle ou totale de la 
plaque A. 
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2. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la 
couche B presente une epaisseur comprise entre environ 
5 5 nm et 5 (Lira . 



3. Procede selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce que le nombre de 
trous traversants (20) menages dans l'epaisseur de la 
10 couche B, est compris entre 1 seul trou et 100 millions 
de trous par mm 2 de surface de la couche B et, de 
preference, entre 1 seul trou et 20 millions par mm 2 de 
surface de la couche B. 

15 4. Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que le ou 
les trous traversants (2 0) menages dans la couche B 
sont sensiblement cylindriques . 



20 5. Procede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que le ou 
les trous traversants (20) menages dans la couche B 
sont realises par une lithographie suivie d'une 
gravure, de preference seche. 

25 

6. Procede selon 1 1 une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 
l'etape b) comprend une gravure anisotrope de la couche 
C. 
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7. Procede selon la revendication 6, 
caracterise en ce que la gravure anisotrope de la 
couche C est une gravure ionique reactive. 

5 8. Procede selon 1 1 une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que 
l 1 etape e) comprend 1 1 elimination totale de la plaque 
A. 

10 9. Procede selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 7, caracterise en ce que 1 1 etape e) 
comprend les etapes suivantes : 

e^.) fixer, sur la face libre de la couche 
B, une plaque A 1 d'un materiau micro-usinable, et 

15 e 2 ) evider les plaques A et A' de maniere 

a liberer la partie de la couche B dans laquelle se 
trouvent un ou des pores, tout en laissant subsister 
les chants desdites plaques ainsi qu'une partie de leur 
face opposee a celle situee au contact de ladite couche 

20 B. 

10. Procede selon la revendication 9, 
caracterise en ce que les plaques A et A 1 sont 
constitutes par le meme materiau et sont recouvertes, 

25 sur leur face opposee a celle situee au contact de la 
couche B, d'une couche D d'un materiau micro-usinable. 

11. Procede selon la revendication 9 ou 1 
revendication 10, caracterise en ce que l 1 etape e 2 ) 

3 0 comprend : 
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- une lithographie suivie d r une gravure 
humide ou seche pour eliminer part iellement les couches 
D, 

- une gravure humide pour evider les 
5 plaques A et A 1 tout en laissant subsister un residu de 

ces plaques qui recouvre la couche B, et 

- une gravure seche pour liberer la partie 
de la couche B dans laquelle se trouvent un ou des 
pores . 

10 

12. Procede selon 1 1 une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la 
couche B comprend une seule strate et en ce que cette 
strate est constitute d'un materiau micro-usinable 

15 different de celui constituant la couche C. 

13. Procede selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 11, caracterise en ce que la couche 
B comprend deux strates et en ce que ces strates sont 

20 constitutes de deux materiaux micro-usinables 
differents l'un de 1' autre et differents de celui 
constituant la couche C. 

14. Procede selon 1 ' une quelconque des 
25 revendications precedentes, caracterise en ce que les 

materiaux micro-usinables constituant les plaques A et 
A ! , la couche B et la couche C sont choisis parmi le 
silicium, le silicium polycristallin, la silice, 
1 1 oxyde de silicium et le nitrure de silicium. 

30 
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15. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
comprend, apres l 1 etape e) , une etape de 
fonctionnalisation de la paroi du ou des pores (24) 

5 et/ou des portions des faces principales de la membrane 
qui ne sont pas occupees par cette paroi . 

16. Procede selon la revendication 15, 
caracterise en ce que 1 1 etape de fonctionnalisation 

10 comprend une fonctionnalisation de la paroi du ou des 
pores (24) et une fonctionnalisation des portions des 
faces principales de la membrane qui ne sont pas 
occupees par cette paroi, ces fonctionnalisations etant 
dif f erentes , 

15 

17. Membrane biomimetique (10) presentant 
un ou plusieurs pores traversants (24) , caracterisee en 
ce qu'elle est constitute d'au moins deux materiaux 
micro-usinables differents dont l'un forme la paroi 

2 0 (23) dudit ou desdits pores, tandis que 1 1 autre ou les 

autres de ces materiaux forment le reste de cette 
membrane . 

18. Membrane biomimetique (10) selon la 
25 revendication 17, caracterisee en ce qu'elle presente 

une surface comprise entre environ 1 |im 2 et 1 cm 2 . 

19. Membrane biomimetique (10) selon la 
revendication 17 ou la revendication 18, caracterisee 

3 0 en ce qu'elle presente une epaisseur comprise entre 

environ 5 nm et 5 |LLm. 
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20. Membrane biomimetique (10) selon l'une 
quelconque des revendi cat ions 17 a 19, caracterisee en 
ce qu'elle presente 1 seul pore ou une pluralite de 

5 pores pouvant aller jusqu'a 100 millions de pores par 
mm 2 de surface et, de preference; de 1 seul pore a 
20 millions de pores par mm 2 de surface. 

21. Membrane biomimetique (10) selon l'une 
10 quelconque des revendicat ions 17 a 20, caracterisee en 

ce que le ou les pores (24) qu'elle comporte sont 
sensiblement cylindriques et presentent un diametre 
allant de 5 a 500 nm. 

15 22. Membrane biomimetique (10) selon l'une 

quelconque des revendications 17 a 21, caracterisee en 
ce qu'elle est constitute de deux ou de trois materiaux 
micro-usinables differents . 

2 0 23. Membrane biomimetique (10) selon l'une 

quelconque des revendications 17 a 22, caracterise en 
ce que les materiaux qui la constituent, sont choisis 
parmi le silicium, le silicium polycristallin, la 
silice, I'oxyde de silicium et le nitrure de silicium. 

25 

24. Membrane biomimetique (10) selon l'une 
quelconque des revendications 17 a 23, caracterisee en 
ce qu'elle est solidaire de deux chambres (26, 27) qui 
sont disposees de part et d ? autre de cette membrane, 

3 0 qui presentent un fond, une paroi laterale et une paroi 

opposee a ce fond, et dont le fond est constitue par 
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ladite membrane, tandis que leur paroi opposee a ce 
fond est munie d'une ouverture (28, 29) . 

25. Membrane biomimetique (10) selon la 
revendication 24, caracterisee en ce que la paroi 
laterale des chambres (26, 27) et la paroi de ces 
chambres qui est opposee a leur fond sont constitutes 
d'un materiau micro-usinable. 

26. Membrane biomimetique (10) selon la 
revendication 25, caracterisee en ce que ledit materiau 
micro-usinable est choisi parmi le silicium, le 
silicium polycristallin, la silice, 1 1 oxyde de silicium 
et le nitrure de silicium. 

27. Membrane biomimetique (10) selon l'une 
quelconque des revendi cat ions 17 a 26, caracterisee en 
ce que la paroi du ou des pores porte des fonctions 
chimiques et/ou biochimiques differentes de celles 
portees par les portions de ses faces principales qui 
ne sont pas occupees par cette paroi. 

28. Application d'une membrane biomimetique 
(10) selon l'une quelconque des revendications 17 a 27 
a la realisation d' etudes sur les proprietes dynamiques 
et f onctionnelles des membranes biologiques . 

29. Application d'une membrane biomimetique 
(10) selon l'une quelconque des revendications 17 a 27 
a la fabrication de microsystemes de biocatalyse ou de 
detection ou de dosage de substances. 
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